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摘要 : 气味 结合 蛋白 (odorant binding proteins ，OBPs ) 在 昆虫 对 寄主 气味 的 感受 中 起 重要 作用 , 但 有 关 Minus-C OBP 
及 其 功能 的 报道 很 少 。 本 研究 通过 基因 组 数据 分 析 并 利用 RACE 技术 ,克隆 和 鉴定 了 二 化 旺 Chilo suppressalis 
( Walker) 的 一 个 Minus-C OBP 基因 , 命名 为 CsupOBP1(GenBank 登录 号 : KC492498) ,. CsupOBP 基因 的 开放 阅读 
框 长 423 bp, 编码 141 个 氨基 酸 , 其 中 N 端的 18 个 氨基 酸 为 预测 的 信号 肽 序列 , 成 熟 重 白 序列 中 具有 4 个 保守 的 
半 胱 氨 酸 位 点 。 实 时 定量 PCR 分 析 显 示 , 该 基因 在 幼虫 头 部 及 成 虫 肉 雄 足 、 翅 和 雄性 触角 等 化 感 组 织 中 高 表达 ， 
其 中 在 雄 虫 触角 内 的 表达 量 显 著 高 于 上 肉 虫 触角 。 利 用 奕 光 苋 争 结合 实验 对 CsupOBP1 重组 蛋白 与 38 种 化 合 物 的 
结合 特性 的 测定 表明 , 重组 CsupOBP1 与 B- 紫 罗兰 酮 的 结合 能 力 最 强 ( Ki 29.53 pmol/L). Aifa BMM ER, 
EERE AX} B- 紫 罗兰 酮 产生 显著 的 触角 电 生 理 反 应 , 但 雄 虫 反应 明显 强 于 肉 虫 , 与 结合 试验 及 雄 虫 触角 中 
CsupOBP1 的 表达 量 显著 高 于 上 肉 虫 触角 的 测定 结果 相 一 致 。 鉴 于 B- 紫 罗兰 酮 是 水 稻 等 植物 中 普遍 存在 的 一 种 秀 香 
气味 组 分 , 推测 CsupOBP1 可 能 通过 对 该 气味 的 结合 和 运输 ,从 而 在 二 化 旦 对 寄主 植物 的 嗅觉 定向 中 起 作用 。 
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Molecular cloning and functional identification of a Minus-C odorant 
binding protein from the rice striped stem borer, Chilo suppressalis 
( Lepidoptera: Pyralidae) 
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Management of Crop Diseases and Pests, Ministry of Education, College of Plant Protection, Nanjing 
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Abstract: Odorant binding proteins ( OBPs) play important roles in the perception of host plant volatiles, 
but Minus-C OBPs ( with only four conserved cysteins) and their functions are rarely addressed. In this 
study, a full-length cDNA of a Minus-C OBP gene from the rice striped stem borer, Chilo suppressalis 
( Walker), was cloned and identified by transcriptome analysis and RACE technology, which was named 
CsupOBP1 ( GenBank accession no. KC492498). The sequence of CsupOBP1 contains a 423 bp open 
reading frame that encodes 141 amino acids, including a signal peptide of 18 amino acids at the N 
terminus and the four conserved cysteins of Minus-C OBPs. The results of real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR) showed that CsupOBP1 was highly expressed in the larval heads, adult legs and wings of 
both sexes, and adult antennae of males. The expression level in female antennae was significantly lower 
than that in male antennae. Affinities of recombinant CsupOBP1 with 38 ligands were tested by 
fluorescence competitive binding assay. Beta-ionone showed the highest affinity (Ki 29. 53 jumol/L) to 
CsupOBPI1. In the electroantennogram ( EAG ) recording assay, beta-ionone elicited stronger EAG 
responses than other tested volatiles, and stronger response in males than in females, consistent with the 
results of binding assay and male antennae biased expression of CsupOBP]1. Considering that beta-10none 
is a common fragrant volatile of many host plants of C. suppressalis, we propose that CsupOBP1 functions 


to bind and transport beta-ionone and thus plays a role in finding host plants in C. suppressalis. 
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— AL Chilo suppressalis ( Walker) JE 8331 E] fs 
REL, 危害 多 种 单子 叶 和 双子 叶 植 物 , 是 世界 性 的 
PAKERE, 常年 造成 产量 损失 10% ~ 1590 
(Khan et al., 1991; Zhu et al., 2002) 。 当 前 , 二 化 
旦 的 防治 仍 依赖 于 化 学 杀 虫 剂 , 但 由 此 产生 的 害虫 
抗 药 性 、 环 境 污染 及 食品 安全 等 问题 日 益 突出 , 急 
需 研 究 新 的 可 持续 防治 技术 。 其 中 , 行为 调控 技术 
(包括 性 信息 素 、 植 物 源 引诱 剂 和 驱 避 剂 ) 的 开发 和 
应 用 , 将 是 二 化 蝶 可 持续 治理 的 一 个 重要 组 成 , 而 
深入 研究 串 觉 相关 基因 及 其 功能 , 无 疑 将 有 助 于 行 
为 高 效 调控 技术 的 开发 和 应 用 。 

气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, OBP) 是 
一 类 高 浓度 存在 于 触角 等 化 感 组 织 中 的 水 溶性 小 分 
TEH, 其 功能 是 与 进入 感 带 腔 内 的 玖 水 性 气味 分 
TAR, 并 运载 其 穿 过 亲 水 性 的 感 器 淋巴 液 , 传递 
给 嗅觉 神经 树 突 膜 表 面 的 受 体 (odorant receptor, 
OR ) 并 使 受 体 激活 ,由 此 启动 后 续 级 联 反应 , 将 化 
学 信号 转变 为 电信 号 (Vogt and Riddiford, 1981; 
Pelosi, 1998; Vogt et al., 1999) 。 在 乌有 世上 和 目 昆虫 中 ， 
OBP n] 3t — 2p 4r 2J TE fri IR 98i t3 E H (pheromone 
binding proteins, PBPs) ( Vogt and Riddiford, 1981) ~ 
普通 气味 结合 蛋白 (general odorant binding proteins, 
GOBPs) ( Vogt et al., 1991) 和 触角 结合 蛋 日 
(antennal binding proteins, ABPs) ( Krieger et al., 
1996) , 但 不 管 是 哪 一 类 OBP, 均 具有 6 个 保守 的 
FARMA, 所 形成 的 3 个 二 硫 键 在 高 级 结构 的 
稳定 上 起 重要 作用 (Pelosi and Maida, 1995) , 。 此 
外 , 近年 还 发 现 一 类 非典 型 的 OBP, 它们 含有 多 于 
或 少 于 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 , 分 别称 为 Plus-C 
OBP( Hekmat-Scafe et al., 2002; Rivière et al., 2003; 
Zhou et al., 2004a, 2004b) ) 和 Minus-C OBP( Spinelli 
et al., 2012; Li et al., 2013) , Spinelli 等 (2012 ) ff£ 
Br PEZ; 2E E Apis mellifera 的 一 个 Minus-C OBP 
( OBP14 ) 的 三 维 结构 ,这 是 第 一 个 Minus-C OBP 的 
三 维 结构 。 总 体 看 来 ， 有关 蛾 类 昆虫 Minus-C OBP 
的 功能 研究 很 少 , 它们 在 昆虫 只 党 中 的 作用 疝 不 
清楚 。 

H TARAR ARED, 我们 利用 二 化 旦 
基因 组 数据 进行 了 唱 党 相关 基因 的 分 析 和 克隆 。 本 
文 报道 了 一 个 新 的 Minus-C OBP 基因 的 全 长 cDNA 
克隆 、 组 织 表 达 分 析 、 体 外 原核 表达 及 其 与 不 同 植 


物 气 味 的 结合 能 力 测 定 , 同时 结合 触角 电位 反应 测 
定 , 对 该 基因 的 生理 功能 进行 了 探讨 。 


1 材料 和 方法 


1.1 BtiX FE H 

— 4158.27] R EH YL V 3 2 MULA BE EKER UA 
提供 , 室内 采用 稳 苗 法 ( 尚 稚 珍 ,1979 ) 继 代 饲养 。 
肾 期 开始 将 肉 雄 分 开 饲 养 , 羽化 后 喂 以 5% 的 蜂蜜 
水 。 养 虫 室温 度 为 26C ,相对 湿度 为 70% ~ 8096 , 
光 周 期 16D: 8L, 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

SV Total RNA Isolation System ( Promega, 
USA)、SMARTer”RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 、 荧 光 
定量 试剂 盒 SYBR® Premix Ex Taq™ (Prefect Real 
Time), PrimeSTAR? HS DNA Polymerase 和 常规 试 
UJ E TaKaRa Z m], pEASY -T3 克隆 载体 、 
Transl1-Tl 感受 态 细胞 购 自 北京 全 式 金 生物 技术 有 
限 公 司 ,， 限制 性 内 切 酶 BamH I M Xho 1 6 H 
Fermentas 公司 , 肠 激酶 购 目 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 
有 限 公 司 , 所 用 引物 由 上 海 生 工 生 物 技 术 有 限 公 司 
* Hü. W J6 TR £p N- 茶 -1-2 JC ( N-phenyl-1- 
naphthylamine, 1-NPN) RIf& 9] 4€ TE 4b 5 WIIK H 
Sigma-Aldrich 公司 , 纯度 大 于 或 等 于 95% 。 

凝 胺 层 析 柱 XK16/20 W5 A mH GE Healthcare 
( Amersham) 公司，ABI 7500 实时 定量 PCR 仪 由 美 
国 应 用 生物 系统 公司 生产 , 多 功能 酶 标 仪 
SpectraMax M5 由 美国 Molecular Devices ( MD) 公司 
生产 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

为 测定 气味 结合 蛋白 基因 的 组 织 表达 谱 , 取 3 
龄 幼虫 头 部 和 去 除 头 部 的 剩余 组 织 , 取 3 日 龄 雌雄 
成 虫 的 不 同 组 织 ( 触 角 、 去 除 触角 的 头 、 胸 、 腹 、 
E XH), 其中, 雄 虫 触角 收取 30 Xh, MER ih fA e 
取 40 对 , 其 他 组 织 适 量 , 重复 3 次 。 组 织 收取 后 立 
即 放 入 液 所 中 ，- 700€ 保存 备用 。 按 照 说 明 书 , 用 
SV Total RNA Isolation System 提取 总 RNA, 然后 用 
M-MLV 反 转 录 酶 合成 cDNA 第 一 链 ，-20C 保 存 备用 。 
1.4 RACE j ië 

利用 本 研究 组 委托 次 圳 华 大 科技 有 限 公 司 测 得 
的 二 化 旦 基因 组 数据 , 与 GenBank 中 的 OBP 序列 
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进行 比 对 得 到 Csup0BP1 基因 的 cDNA 片段 。 根 据 
片段 序列 , 设计 合成 5'GSP RIS'GSP 引物 ( 表 1)。 
依据 SMARTer" RACE cDNA 扩 增 试剂 盒 操作 说 
Hj, 进行 RACE cDNA 第 一 链 的 合成 及 PCR 扩 增 。 
PCR 产物 用 1.5 和 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 ， 目 标 条 读 
经 AxyPrep DNA $R [m] Ui TX 8] £x ( Axygen 
Biosciences, USA) 回收 后 , 连接 到 pEASY”-T3 X 


RE, 然后 转化 到 Trans1-T1 感受 态 细胞 中 。 转 化 
IR BER TA ZR WA EAE IC, PUDOR ETE, ER TAE ICA 
^H 0.196 Amp 的 LB 培养 液 中 , TE 250 r/min, 37% 
下 震荡 培养 12 ~16 h 后 , XH E. Z. N. A. “质粒 
提取 试剂 盒 ( Omega, USA ) 提取 质粒 , XS FE At az HT 
瑞生 物 技术 有 限 公 司 测 序 。 


表 1 本 研究 中 所 用 引物 


Table Primers used in this study 


引物 名 称 


Primer name Primer sequence 


引物 序列 (5" -3") 


引物 用 途 


Primer usage 


5' GSP GAATGAAGTCTCTGGAGGGTCCTCACCT 5' 和 3' 端 扩 增 5' and 3' cDNA end cloning 
3' GSP TTCCCAAAGGGAACAGACAAGGAAGCT 
CsupOBP1-1 TTGACAGCACTATGGCGTTC 表达 量 分 析 Expression analysis 
CsupOBP1-2 GCAATTTGGCTCTATCACACC 
CsupGAPDH-1 GTTGTGCCTCACCAATTTGTCAG 
CsupGAPDH-2 GCCACCTTCAGCGATGTCG 
CsupE2F-1 ATTGCTGTGTGATA AAGAAGAAC 
CsupE2F-2 AGAAGGTGGTGGACTCAAC 
CsupOBPI-3 GGATCCGAACAGGAAATAGTTCACTTACCTCC 原核 表达 Prokaryotic expression 
CsupOBP1 4 CTCGAGTTATAAAGCAATTCTAACAGGTGCCT 


下 划 线 部 分 为 酶 切 位 点 。The restriction site is underlined. 


1.S 序列 分 析 

利用 SignalP 4. 0 Server (http://www. cbs. dtu. 
dk/services/SignalP/) 进行 信号 肽 预测 ， 应 用 
GeneDoc 软件 进行 序列 比 对 , 应 用 MEGA 5.0 软件 
并 采用 邻近 法 (1 000 次 抽样 分 析 ) 进行 系统 进化 
分 析 。 
1.6 Real-time qPCR 测定 

H THAER OBP1 基因 的 组 织 表 达 谱 , 利 
用 ABI 7500 Real-time PCR System 进行 了 相对 表达 
量 测 定 。 内 参 基 因为 3 -WR H n iE ia 
( GAPDH) 基因 和 转录 延长 因子 4(E2F) 基 因 ， 用 于 
实时 奖 光 定量 PCR 的 引物 序列 见 表 1。RT-qPCR 
反应 体系 为 : SYBR® Premix Ex Taq™ (2 x) 10 uL, 
PCR Forward Primer (10 jumol/L) 0.4 uL, PCR 
Reverse Primer (10 jmol/L) 0. 4 uL, ROX 
Reference Dye I (50 x) 0.4 uL, cDNA 模板 2.0 
RL， 超 纯 水 补足 至 20 kwL。 采 用 两 步 法 标准 程序 进 
行 扩 增 : 95C 预 变 性 30 s; 95C 5 s, 607034 s , 4 
40 个 循环 。 反 应 后 进行 溶解 曲线 分 析 ， 以 排除 非 
守 异 性 PCR. 产物 的 污染 , 空 日 对 照 模板 以 超 纯 水 
代替 cDNA, 


1.7 蛋白 的 原核 表达 与 纯化 

根据 二 化 蜡 OBP1 阅读 框 序列 及 表达 载体 pET- 
30a( + ) 设 计 带 有 BamH I 和 Xho 工 酶 切 位 点 (以 下 
划 线 标示 ) 的 引物 序列 ( 表 1)。 以 成 虫 触 角 cDNA 
为 模板 , 采用 高 保 真 性 和 高 扩 增 效率 的 DNA 聚合 
酶 PrimeSTAR® HS DNA Polymerase, 按照 
PrimeSTAR? HS DNA Polymerase 说 明 书 进行 PCR 
扩 增 。 将 PCR 产物 回收 ,再 连接 到 pEASY -T3 2 
体 中 并 转化 到 Transl-TI 感受 态 细 胞 中 , 提取 质粒 
DNA 并 测序 验证 。 将 含有 目的 族 段 的 重组 质粒 
DNA 和 pET-30a( + ) 质粒 DNA 分 别 进行 双 酶 切 
( BamH TI 和 XnoT)， 然 后 将 目的 片段 连接 到 pET- 
30a( + ) 载 体 , 再 转化 到 Trans1-Tl 感受 态 细胞 中 。 
HEWER RIERA LB 平板 进行 筛选 ,， 挑 取 阳 
EE, 小 量 提取 质粒 进行 测序 。 经 测序 验证 后 的 
质粒 转 和 大肠 杆 菌 Escherichia coli BL21 (DE3 ) 感受 
态 细胞 中 , 涂 板 培养 后 挑 取 单 菌落 接种 于 5 mL LB 
培养 液 ( 含 Kan 50 pg/mL) 中 , 37 振荡 培养 过 夜 。 
KH, 将 所 得 菌 液 按 1/100. (vAv) 的 比例 接种 于 新 
鲜 的 LB 培养 液 ( 含 Kan 50 ug/mL) 中 , 370 dez t 
养 ， 当 细胞 生长 至 ODeo =0.6 时 , 加 入 IPTG yk 
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度 为 1 mmol/L) , 37C 下 250 r/min 振荡 培养 5 ho 
将 菌 液 8 000 xg 离 心 20 min 后 收集 沉淀 ( 菌 体 )， 
加 入 预 冷 的 Resuspension buffer (20 mmol/L Tris- 
HCl, 0.5 mmol/L NaCl, pH 7. 4 ) 将 沉淀 重新 悬浮 ， 
超声 破碎 后 用 12 000 xg 离心 15 min, 分 别 收 集 上 
清 及 沉 演 ,用 SDS-PAGE 检测 重组 蛋白 是 否 为 可 溶 
性 蛋白 。 重 组 蛋白 的 纯化 使 用 装 有 Ni Sepharose" 
High Performance 填料 的 亲 和 层 析 柱 XK16/20, 对 
纯化 后 的 重组 生日 进行 肠 激酶 酶 切 以 切除 His-tag 
标签 ， 酶 切 后 的 重组 僵 日 再 次 过 杀 和 层 析 柱 。 纯 化 
后 的 目的 和 蛋白 经 过 透析 ( 除 盐 )、 冷 冻 干燥 后 , 保存 
于 -707 备 用 。 

1.8 ” 欧 光 竞争 结合 实验 

将 冻 干 的 二 化 蝶 OBPI 重组 蛋白 溶 于 20 mmol/L 
的 Tris-HCl (pH 7. 4) RAAF, BOUE EAE, W 
定 浓度 。 奖 光 探 针 L-NPN 和 和 气味 物质 (植物 挥发 性 
化 合 物 ， 见 表 2) GET OB Hr, 使 其 终 浓 度 为 
1 mmol/L, 作为 工作 液 。 

以 1-NPN 为 探 针 , 利用 奖 光 竞争 结合 实验 测定 
气味 物质 和 OBP 间 的 亲和力 已 有 很 多 报道 (Zhou et 
al., 2004b; He et al., 2011; Qiao et al., 2011; 孙 红 
nÆ, 2011; Liu NY et al., 2012; Liu SJ et al., 
2012; 5K, 2012; Li et al., 2013) 。 Bi 7c illl xe 
CsupOBPI 与 1-NPN WAA Hip Zo EE ETE IBCUTLAN 
20 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲 液 中 , 使 其 终 浓 度 为 2 
pmol/L, 按 1,2,4,6,8, 12, 16 和 20 umol/L 的 
浓度 梯度 加 入 1-NPN, 每 次 加 入 后 反应 2 min, 在 
337 nm 激发 ， 记录 灾 光 发 射 情况 , 利用 其 灾 光 值 计 
算出 该 重 日 与 1-NPN 的 结合 常数 , 然后 利用 苋 争 结 
合 实验 测定 气味 物质 和 和 集 白 的 结合 能 力 。 在 苋 争 结 
合 实验 中 , EAM 1-NPN 的 浓度 均 为 2 pmolL, 反 
应 时 间 为 2 min, 在 337 nm 激发 , WRK W 

A 灾 光 值 )。 然 后 将 被 测 气 味 物质 按 终 浓 度 1, 2, 
4,6,8, 12, 16 和 20 umoLL 的 浓度 梯度 加 入 到 1- 
NPN A828 F3 B TREE CHIP. 每 次 加 入 后 反应 2 min, 
记录 灾 光 值 。 对 于 浓度 在 20 pmolL 时 相对 灾 光 值 
降 到 60% 以 下 的 气味 物质 , 再 进行 2 次 重复 试验 ， 
以 3 次 重复 计算 有 关 参 数 ; 对 于 结合 能 力 较 低 的 气 
味 物 质 , 第 一 次 测定 后 不 再 进行 重复 试验 。 计 算 奖 
光 值 降低 到 初始 灾 光 值 一 半 时 气味 物质 的 浓度 ， 即 
IC fH, 利用 公式 Ki =1Cso/ (1 + [1-NPN] /Kinps) 
计算 各 气味 物质 的 结合 常数 ,其 中 [1-NPN ] 为 未 结 
合 的 1-NPN 浓度 ，K 为 1-NPN 与 二 化 旦 OBPI 
的 结合 常数 (Ban et al., 2003) 。 
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1.9 EAG 反应 测定 

触角 电位 仪 为 集 兰 Syntech 公司 生产 , 刺激 控 
制 逢 (型 号 CS205 ) 的 工作 条 件 为 直流 电 、 增益 200, 
气流 速度 为 3 mL/s。 其 他 参数 及 详细 测定 步骤 参 
Ji, Yang 等 (2009 ) 。 

被 测 气 味 组 分 用 正己 烷 配 制 成 200 ng/uL 的 工 
作 液 ， 以 正己 烷 为 对 照 。 实 验 时 , 用 微量 进 样 句 取 
5 uL 滴 到 滤纸 片上 (25 mm x7.5 mm), 放置 5 min 
待 溶剂 挥发 后 装 人 巴 斯 德 管内 并 用 封口 膜 封闭 两 
M, 在 室温 下 挥发 5 ~ 10 min 后 将 封口 膜 去 除 并 将 
巴 斯 德 管 链 接 到 气 路 疙 置 ， 进行 EAG 反应 测定 。 
测定 试 虫 为 暗 期 5 ~8 h 的 2 日 龄 未 交配 蛾 , 每 个 气 
味 组 分 测定 雌雄 虫 各 6 头 (重复 )、 每 头 虫 测定 工 根 
触角 , 每 个 组 分 在 一 根 触角 上 连续 测定 3 次 (间隔 
30 s) 。 不 同 组 分 (包括 对 照 ) 的 测试 顺序 在 6 根 触 
角 ( 重 复 ) 间 轮换 ， 以 消除 测定 顺序 对 结果 的 影 啊 。 
1.10 数据 统计 与 分 析 

在 Real-time qPCR 测定 中 ,用 Q-Gene 软件 进 
行 表达 量 的 计算 (Muller et al., 2002; Simon, 
2003), Hi SAS 9.0 进行 数据 统计 分 析 , 采用 i 检验 
进行 幼虫 不 同 组 织 及 成 虫 肉 雄 间 基 因 表 达 量 的 差异 
显著 性 分 析 ; 采用 单 因 素 方 差分 析 及 多 重 比 较 , 检 
验 二 化 晓 对 不 同 植物 气味 EAG 反应 间 的 差异 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZWE OBP1 基因 的 全 长 cDNA 克隆 及 序列 
分 析 

对 基因 组 数据 分 析 得 到 二 化 坚 气 味 结合 蛋白 基 
因 的 cDNA 片段 ,然后 设计 特异 性 引物 并 通过 
RACE 技术 , 获得 cDNA 全 长 序列 。 将 该 基因 命名 
为 CsupOBP1 , 在 GenBank 的 登录 号 为 KC492498。 
CsupOBP1 的 cDNA 序列 全 长 565 bp, 其 中 开放 阅 
读 框 423 bp, 编码 141 PAER, N 端 18 TAER 
为 预测 的 信号 肽 (图 1) 。CsupOBP1 的 预测 分 子 量 
为 13.69 kDa, 等 电 点 为 7.89。 
2.2  CsupOBPI 氨基酸 序列 的 比 对 及 系统 进化 
分 析 

与 其 他 4 个 鲜 翅 目 昆虫 的 Minus-C OBP 的 氨基 
酸 序列 进行 比 对 (图 1) 表明 ，CsupOBP1 具有 
Minus-C OBP 的 4 个 保守 的 半 胶 氨 酸 位 点 。 将 
CsupOBP1 与 8 种 鳞 翅 目 (4 种 相似 性 较 高 的 夜 蛾 科 
和 4 种 晨 蛾 科 ) 昆 忠 的 50 个 OBP 构建 系统 进化 树 
(图 2), 发 现 COBP 和 PBP 各 形成 一 个 大 的 分 文 ， 
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R2 荧光 竞争 结合 实验 中 所 用 配 体 化 合 物 


Table2 The ligands used in the fluorescence competitive binding experiments 


配 体 编号 化 合 物 CAS 登记 号 
Ligand number Ligand name CAS number 
1 2- 庚 醇 2-Heptanol 542-49-7 
2 FEIE Nerolidol 7212-444 
3 法 尼 醇 Farnesol 4602-84-0 
4 香 叶 醇 Geraniol 106-24-1 
5 茶 乙 醇 Phenethyl alcohol 60-12-8 
6 (+ ) -雪松 醇 〈  ) -Cedrol 77-53-2 
7 己 酚 Hexanal 66-25-1 
8 ( E2) -O KKR ( E2) -hexenal 6728-26-3 
9 月 桂 醚 Dodecyl aldehyde 112-54-9 
10 AER WE Benzaldehyde 100-52-7 
11 2, 6- BU] dy) 2, 6-Di-tert-butylphenol 128-37-0 
12 2-U ili] 2-Hexanone 591-78-6 
13 2- 十 三 烷 酮 2-Tridecanone 593-08-8 
14 2- 十 五 烷 酮 2-Pentadecanone 502.-69-2 
15 茶 乙 酮 Acetophenone 98-86-2 
16 B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 79-71-6 
17 ER J HK Butyl acetate 123-864 
18 ZERO HE Hexyl acetate 142-927 
19 乙酸 康 酯 Heptyl acetate 112-06-1 
20 LESSER Octyl acetate 112-14-1 
21 (23 ) - 丁 酸 已 烯 酯 (23 ) -hexenyl butyrate 16491-36-4 
22 水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 119-36-8 
23 Hte Myrcene 123-353 
24 罗勒 烯 Ocimene 13877-91-3 
25 ( *)-a-JE4f ( + ) -a-Pinene 7185-70-8 
26 (R)-( + )- 柠 檬 烯 (R) -C + ) -limonene 138-86-3 
27 ( -)-E x S ( - )-Trans-caryophyllene 8744-5 
28 正 十 三 烧 Tridecane 629-50-5 
29 正 十 四 烷 Tetradecane 629-594 
30 正 十 七 烷 Heptadecane 629-78-7 
31 下 十 八 烷 Octadecane 593-45-3 
32 正二 十 烷 Eicosane 100-52-7 
33 A ER Myristic acid 544-63-8 
34 棕榈 酸 Palmitic acid 112-39-0 
35 月 桂 酸 Lauric acid 143-07 -7 
36 硬 脂 酸 Stearic acid 57-114 
37 油 酸 Oleic acid 112-80-1 
38 亚 油 酸 Linoleic acid 60-33-3 
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图 1 CsupOBP1 与 其 他 昆虫 Minus-C OBP 的 氨基 酸 序列 比 对 


Fig. 1 


Alignment of deduced amino acid sequence of CsupOBP1 with Minus-C OBPs of other lepidopteran species 


OBP 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of the OBP proteins and their GenBank accession numbers; BmorOBP; 家 人 看 Bombyx mori, NP. 001153665 ; 
HvirOBP; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens, ACX53795; HarmOBP:; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera, AEX07280; HarmOBPI18; 棉铃 虫 H. armigera, 
AFIS7167. 方 框 内 序列 为 CsupOBPI 预测 的 信号 上 肽 序列 ; 相同 和 相似 的 氨基 酸 分 别 用 黑色 和 灰色 标 出 ; 星 号 代表 OBP 中 保守 的 半 胱 氨 酸 位 


点 。Predicted signal peptides of CsupOBP1 are boxed; the identical and similar amino acids are highlighted in dark and grey, respectively; the asterisk 


represents the position of the conserved cysteine residues in OBPs. 


HR OBP 则 处 于 男 外 2 TREDE, AR YE 
隆 的 CsupOBPI 与 同 为 Minus-C OBP 的 BmorOBP, 
BmorOBP23, BmorOBP25, BmorOBP26, 
BmorOBP27, HvirOBP, HarmOBP 和 HarmOBP18 Æ 
在 一 起 , 这 些 Minus-C OBP 形成 一 个 独立 的 分 支 
(图 2)。 
2.3 CsupOBP1 基因 的 组 织 表 过 谐 

为 了 解 Csup0BP1 基因 的 功能 , 利用 RT-qPCR 
技术 检测 了 Csup0BP1 1527] E Js WEE HE Jj, E As [8] 28 28 
的 转录 水 平 (图 3). RRHH, TE 4j rm Hj, 
CsupOBP 基因 在 头 部 的 表达 量 显著 高 于 去 除 头 部 
的 其 他 组 织 (P < 0.05) (图 3: A); 在 成 虫 期 ， 
CsupOBPl 主要 在 足 和 地 中 表达 , 在 雄 虫 的 触角 和 
头 部 也 较 高 的 表达 , 其 中 在 雄 虫 触角 内 的 表达 量 显 
车 高 于 上 肉 虫 触角 (图 3: B)。Csup0BP1 在 幼虫 期 的 
相对 表达 量 远 高 于 成 虫 期 , 相差 20 倍 以 上 。 
2.4 CsupOBP1 重组 蛋白 的 诱导 表达 及 纯化 

为 了 测定 CsupOBP1 对 不 同 气 味 物质 的 结合 能 
J, 将 重组 质粒 pETACsupOBP1 在 大 肠 杆 菌 中 诱导 
表达 并 纯化 。 首 先 对 诱导 培养 的 细胞 进行 沉 演 并 破 


RAE, 然后 对 破碎 的 细胞 离心 分 别 收取 上 清和 沉 
演进 行 SDS-PAGE 检测 ,发 现 重组 蛋 日 主要 存在 于 
上 清 中 ; 将 上 清 液 经 亲 和 层 析 柱 纯化 ,得 到 带 有 
His-tag 标签 的 CsupOBP1; 为 避免 His-tag 标签 对 
CsupOBPI 功能 测定 的 影响 , Hia X Ev] 241558 EI 
进行 处 理 , 切除 His-tag 标签 ; 处 理 后 的 集 日 再 次 过 
杀 和 层 析 柱 ， 获 得 大 小 约 14 kDa 的 单一 蛋 日 条 带 
(图 4)。 
2.5 CsupOBP1 与 不 同 气味 化 合 物 的 结合 能 力 
菊 光 探 针 1-NPN 和 CsupOBPI 的 结合 曲线 见 图 
5(A)。 奖 光 强 度 随 加 入 1-NPN 浓度 的 提高 而 增强 ， 
求 得 两 者 间 的 结合 常数 为 10.93 kmol[L。 以 1-NPN 
HRE, 利用 奖 光 苋 争 结合 实验 测定 了 38 种 不 同 
化 合 物 与 CsupOBP1 的 结合 能 力 ( 图 5: B ~H)。 结 
果 显 示 , 在 被 测 化 合 物 中 ， 只 有 poc E NO 
CsupOBPI 的 结合 能 力 最 强 , 结合 常数 达 9.53 
pmol/L, 其 他 化 合 物 的 结合 能 力 均 较 差 。 其 中 , 在 
测定 CsupOBP1 与 烷烃 类 和 脂肪 酸 类 化 合 物 的 结合 
能 力 时 ， 随 配 体 浓 度 的 提高 获 光 强度 反而 上 升 ,， 表 
明 CsupOBP1 与 脂肪 酸 无 结合 能 力 。 
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图 2 NERA HER OBP 的 系统 发 育 分 析 
Fig. 2 Phylogenetic analysis of selected lepidopteran OBPs based on amino acid sequences 
OBPs 来 源 昆 虫 Origin of OBPs; Hvir; FRR Heliothis virescens; Hass: 烟 夜 蛾 Helicoverpa assulta: Harm: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; Bmor: 家 
fit Bombyx mori; Cmed ; MAIHI Cnaphalocrocis medinalis; Ofur; EX IE Ostrinia furnacali; Csup: —— LR Chilo suppressalis; Lsti; Ta Hb fk 
Loxostege sticticalis. OBP 名 称 后 的 编号 是 该 基因 在 GenBank 中 的 登录 号 , 没有 登录 号 的 基因 来 自 于 Gong 等 (2009 ) ; Minus-C OBP 用 实心 三 角 
符 标 出 。OBP name is followed by the GenBank accession number, and OBPs without GenBank accession numbers are from Gong et al., (2009). Every 











Minus-C OBP is highlighted with a solid triangle. 
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图 3 GupOBPI 在 二 化 蝇 不 同 虫 态 、 组 织 和 性 别 中 的 表达 水 平 
Fig. 3 Expression levels of CsupOBP1 in different developmental stages, tissues and sexes of 
Chilo suppressalis measured by RT-qPCR 


A: 幼虫 头 部 及 其 他 组 织 中 的 相对 表达 量 (平均 值 + SE) Expression levels (mean + SE) in head and remaining body of larvae. He; 幼虫 头 部 Larval 
head; Bd; 去 除 幼虫 头 部 的 剩余 组 织 The body of larvae without head. B. 在 雌雄 成 虫 各 组 织 的 相对 表达 量 (平均 值 x SE) Expression levels ( mean 
+ SE) in different tissues of female and male adults. An; 触角 Antenna; He: 头 ( 去 除 触 角 ) Head with antenna and proboscis removed; Th: 胸 Thorax; 
Ab: 腹 Abdomen; Lg: 足 Legs; Wg: 3H Wings. 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 组 织 间 ( 图 A) 或 同一 组 织 雌 雄 间 (图 B) 差 异 显 著 (1 检验 , P 0.05), 


Different letters above bars indicate significant difference in CsupOBP!1 levels between different tissues ( Fig. A) or different genders within the same 











tissue (Fig. B) (t-test, P «0.05). 
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图 4  CsupOBPI 原核 表达 及 纯化 产物 的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 4 SDS-PAGE analysis of crude and purified 
recombinant CsupOBP!1 
M: EHA T EPE Protein molecular weight marker; 1; 未 经 IPTG 5 
导 的 细胞 上 清 液 Cell supernatant before induction with IPTC; 2: 经 
IPTG 诱导 的 上 清 液 Cell supernatant after induction with IPTG; 3: 切 
除 His 标签 的 CsupOBP1 蛋白 Purified CsupOBP1 with His-tag 
removed. 箭头 所 示 为 目标 条 带 。The target bands are marked by 


arrows. 


2.6 二 化 晶 成 虫 对 不 同 植 物 气味 的 触角 电位 反应 

根据 体外 配 体 结合 能 力 的 测定 结果 , 选取 B- 紫 
罗兰 酮 等 4 种 与 CsupOBP1 具有 较 强 结合 能 力 的 植 
物 气 味 进行 了 触角 电位 反应 测定 。 结 果 表 明 ， 上 肉 雄 
成 虫 对 被 测 气味 [ 雄 虫 对 ( + )- 雪 松本 除 外 j] 均 可 产 
生 显著 的 EAG 反应 。4 种 气味 相 比 较 , ERX] B- 
紫罗兰 酮 产生 的 反应 显著 强 于 其 他 3 种 化 合 物 , 但 
在 肉 虫 中 4 种 气味 间 没 有 显著 差异 。 男 外 , 雄 虫 对 
B- 紫 罗兰 酮 的 EAG 反应 (11. 16 mV) Bj tj s TIER 
的 反应 (5.86 mV) ， 两 者 相差 近 1 倍 。 


3 讨论 


本 研究 从 二 化 坚 殉 隆 了 一 个 非典 型 的 OBP 基 
Csup0BP1, 同时 也 是 在 二 化 晨 中 发 现 的 第 一 个 
Minus-C OBP, 说 明了 二 化 蝶 中 OBP 种 类 的 多 样 性 。 
系统 进化 分 析 表 明 ，CsupOBP1 和 为 外 8 个 Minus-C 
OBP 形成 一 个 独立 的 分 文 , 它们 分 别 来 源 于 家 看 (5 
个 )、 杭 铃 虫 (2 个 ) 和 烟 芽 夜 峨 (1 个 ) 。 前 人 对 不 
同 昆虫 基因 组 序列 所 含 OBP 的 比较 发 现 ，Minus-C 
OBP 更 多 存在 于 较 原始 的 昆 忠 中 ,而 Plus-C OBP 
则 更 多 存在 于 进化 的 物种 中 ( Vieira and Rozas, 
2011) ,因此 推测 Classic OBP( 典 型 OBP) 和 Plus-C 
OBP 起 源 于 Minus-C OBP( Vieira and Rozas, ，2011 ; 
Spinelli et al., 2012), TÆ MAR ( Cystein ) fy 
间 可 以 形成 二 硫 键 , 且 二 硫 键 在 高 级 结构 及 其 稳定 
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上 起 重要 作用 (Pelosi and Maida, 1995) , OBP Iu] 
产生 更 多 二 硫 键 的 方 回 进化 , 可 能 使 OBP 的 结构 
更 为 复杂 ,以 适应 对 特殊 气味 物质 的 嗅 党 需求 。 

组 织 表 达 谱 分 析 及 上 肉 雄 差异 比较 是 了 解 基 因 功 
能 的 基本 途经 。 利 用 RT-qPCR 技术 的 测定 结果 表 
Hj, CsupOBP 在 二 化 坚 幼 忠 期 的 表达 量 远 高 于 成 
RH, 表明 该 基因 在 幼虫 期 可 能 起 到 更 为 重要 的 作 
用 ; 而 在 幼虫 头 部 的 表达 量 是 其 他 部 位 的 2 倍 以 
E, 鉴于 头 部 作为 嗅 党 和 味 党 的 中 心 ， 瞳 示 该 基因 
在 幼虫 的 噢 党 和 味 党 中 起 人 作用。 类似 地 ， 家 和 春 
OBP23 基因 在 成 虫 期 的 表达 量 也 明显 低 于 幼虫 期 
( Gong et al., 2009) 。 在 成 虫 期 ，CsxpOBP1 在 足 和 
翅 的 表达 量 最 高 。 除 触角 外 , (RAE ELE BN CRUSH. E 
也 分 布 有 一 些 味觉 及 品 觉 感 带 , 行使 特定 的 化 感 功 
能 ， 如 一 些 鳞 翅 目 昆 虫 的 前 足 足 他 上 着 生 有 化 感 
dà, 用 于 感受 同 种 上 肉 虫 产 卵 时 随 卵 一 起 分 泌 到 叶 厂 
上 的 抑 卵 信息 素 (oviposition-dettering pheromone ) , 
从 而 调节 同 种 肉 虫 在 不 同 的 叶 户 (或 部 位 ) 产 卵 , 避 
fRA E D BJ xk EE RR CD A IRSE, 1991), 
CsupOBP 在 足 和 这 中 的 显著 高 表达 ， 其 功能 值得 
进一步 研究 。 此 外 ，CsupOBP1L 在 雄 虫 触角 中 也 具 
有 和 较 高 的 表达 , 但 崔 虫 触角 的 表达 量 却 很 低 ， 这 意 
RE CsupOBP1 在 雄 峨 的 嗅 党 中 可 能 起 到 更 为 重要 
的 作用 。 

为 了 进一步 探讨 CsupOBP1 的 嗅觉 功能 , 我 们 
利用 原核 表达 系统 和 亲 和 层 析 法 对 其 进行 了 大 量 表 
达 和 纯化 , 然后 体外 测定 了 CsupOBP1 与 包括 常见 
植物 气味 在 内 的 38 种 化 合 物 的 结合 能 力 。 在 结合 
试验 中 , 一 般 认为 结合 常数 (Ki 值 ) 在 10 pmol/L 
以 下 时 说 明 配 体 和 和 蛋白 有 较 好 的 结合 能 力 ( Pelosi et 
al., 2006; Guo et al., 2012; Liu et al., 2012; Zhang 
et al., 2012) 。 而 本 研究 所 测 配 体 中 ， 只 有 B- 紫 罗 
兰 酮 与 CsupOBP1 的 结合 能 力 低 于 这 个 标准 (Ki = 
9.53 pmol/L)。 前 人 对 棉铃 虫 2 个 Minus-C OBP 
(HarmOBP17 和 HarmOBP18 ) 的 研究 也 发 现 , 2 个 
OBP 在 被 测 的 85 种 化 合 物 中 均 以 与 B- 紫 罗兰 酮 的 
结合 能 力 最 强 , 结合 常数 分 别 为 12. 9 kmolL 和 
12.3 jmol/L(Li et al., 2013 ) 。B- 紫 罗兰 酮 作为 一 
种 香味 组 分 , 广泛 存在 于 包括 水 稳 在 内 的 很 多 植物 
的 花 和 其 他 组 织 中 (Obata et al., 1983; Gora and 
Brud, 1983; Peter, 1992) ,而 昆虫 常常 利用 一 些 香 
味 物质 对 寄主 植物 进行 定位 (Chénier and Philogene, 
1989) 。 综 合 组 织 表 达 谱 及 配 体 结 合 实验 结果 ,我 
们 推测 CsupOBP1 可 能 通过 对 植物 气味 (特别 是 B- 


762 
A 4000 
~、 ~ K =10.93 +0.49 
= 3000 
3 
&w .5 
kè B 2000 
TEE E 
9 Š 
5 1000 Š 
三 
E 
0 
0 4 8 12 16 
1-NPN 浓度 
1-NPN concentration 
C 140 
S 
一 £120 
£u $100 4 
PS 
KT 80 
R. 
Ez 60 
Lb) 
40 
0 4 8 12 16 20 
配 体 浓度 
Ligand concentration (pmol/L) 
E 
140 
3 120 
m $ 1004 
xi " 
E 
3E E 60 
40 
0 4 8 12 16 20 


配 体 浓度 


Ligand concentration (pmol/L) 


图 $ CsupOBP1 5 1-NPN 的 


结合 


~ 











昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56 卷 











配 体 浓度 


Ligand concentration (pmol/L) 


B 120 
S 
S g 100 
& f 
s3 3 80 
RT 
RÈ 
E s 60 
o 
= Q 
40 
4 8 12 16 20 xD 
配 体 浓 度 
Ligand concentration (pmol/L) 
D 
9 
一 E 
& 
m o pu 
E - 
RE — j 
o 
ez <` 
0 4 8 12 16 20 -六 
配 体 浓 度 
Ligand concentration (pmol/L) 
F 140 
_ 8 120 
& E 
£j $ 100 
Ji ; 
XT 80 
RZ 一 
S3 
8 ©% 60 T3 
i Y 
40 一 一 ， 
0 4 8 12 16 20 Y 


曲线 (A) A [E] CR OG TS TES S SCUS ~F) 


Fig. 5 Binding curve of CsupOBPI1 to 1-NPN (A) and fluorescence competitive binding curves of 


CsupOBPI to different odors (B - F) 


图 例 中 配 体 编号 同 表 2; 另外 11 种 烷烃 和 脂肪 酸化 合 物 无 结合 能 力 ， REB o Ligand numbers by the figure legends are the same as in Table 2. 


Curves of another 11 compounds ( aromatic alkane and aliphatic acid) are not shown, as they have no capacity of competitive binding. 
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图 6 二 化 晨 肉 (A)、 雄 (B) 成 虫 对 儿 种 植物 气味 的 触角 电位 反应 
Fig. 6 EAG response of female (A) and male (B) adults of Chilo suppressalis to four host plant volatiles of 
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higher binding affinity to CsupOBPI1 


柱 上 不 同 字 母 表 示 不 同化 合 物 间 触 角 电 位 值 (平均 值 + SE) 差 异 显 著 ( 单 因素 方差 分 析 , P «0.05), Different letters above the bars indicate 
significant difference in EAG values ( mean € SE) between different plant volatiles ( one way ANOVA, P «0.05). 1: 对 照 ( 正 已 烷 )Control (hexane) ; 


2: B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone; 3: 法 尼 醇 fFamesol; 4; ( + ) ERA ( + ) -Cedrol; 5: ( —-) x Aa TE ( — ) -Trans-carvophyllene. 
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紫罗兰 酮 ) 的 感受 , 从 而 在 二 化 旦 幼虫 及 成 虫 对 寄 
主 植物 或 组 织 的 嗅 党 定 回 中 起 作用 。 本 文 以 成 虫 触 
角 进 行 的 触角 电位 测定 绪 采 也 与 该 推测 一 致 ,无 论 
雌 虫 还 是 雄 虫 对 B- 紫 罗兰 酮 等 几 种 气味 物质 均 可 
产生 显著 的 触角 电位 反应 , 而 且 雄 虫 对 B- 紫 罗兰 酮 
的 EAG 反应 显著 强 于 其 他 3 种 气味 物质 ; 此 外 , HE 
虫 对 B- 紫 罗兰 酮 的 EAG 反应 2 Ai T MEHR BS ew, 
这 与 Csup0BP1 在 雄 虫 触角 内 的 表达 量 显著 高 于 雌 
虫 触 角 的 结 打 也 是 一 致 的 , 进一步 说 明 CsupOBPI 
在 雄 蛾 的 噢 党 中 可 能 起 到 更 为 重要 的 作用 。 最 后 要 
指出 的 是 , 本 文通 过 组 织 表 达 特 性 、 体 外 配 体 结合 
试验 及 触角 电 生 理 测定 , 均 间 接 说 明 CsupOBPI 在 
二 化 肾 对 寄主 植物 气味 (特别 是 27 25 880) HS RR 
觉 中 起 作用 , 但 确定 性 的 结论 有 竺 利用 基因 沉默 等 
技术 进一步 研究 。 
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